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RIASSUNTO 
Le glutatione transferasi (GST) citosoliche umane 
rappresentano la famiglia più ampia ed eterogenea di GST. Si 
dividono in sette classi, di cui la classe omega (GSTO) è quella 
di più recente identificazione.  La GSTO umana è presente in 
due forme, cui è stato dato il nome di GSTO1 e GSTO2. 
La GSTO1, è una proteina implicata nella risposta allo stress 
cellulare, e presenta peculiari caratteristiche strutturali 
verosimilmente responsabili delle sue attività peculiari 
enzimatiche: non mostra attività glutatione transferasica ma ha 
attività tiol-transferasica, monometil e dimetilarseniato 
reduttasica e deidroascorbato reduttasica. In letteratura viene 
descritto come la sovra-espressione della GSTO1 renda le 
cellule HeLa resistenti al trattamento con cisplatino, mentre la 
sotto-espressione di tale proteina, di contro, le rende più 
sensibili all’azione del chemioterapico. Sono state indagate le 
vie coinvolte, ed è stato visto che il ruolo della GSTO1 nella 
risposta al cisplatino è dovuto alla sua capacità di attivare vie 
anti-apoptotiche  e di inibire le vie pro-apoptotiche. Da qui sono 
stati condotti successivi esperimenti finalizzati a studiare il ruolo 
della proteina GSTO1 nei confronti del triossido d’arsenico 
(ATO). L’arsenico è un comune contaminante ambientale, con 
diversi effetti tossici su cellule e tessuti; sulla base dello 
specifico tessuto esposto e della durata dell’esposizione si 
possono sviluppare diverse risposte. Nell’uomo, ad esempio, 
un’esposizione prolungata ad alte dosi di arsenico può 
provocare diverse conseguenze incluso lo sviluppo di 
neoplasie, di severa tossicità gastrointestinale, diabete, aritmie 
cardiache fino a provocare la morte. Accanto agli effetti tossici, 
un derivato dell’arsenico, il triossido dell’arsenico (ATO, 
As2O3), ha però importanti proprietà anti-tumorali; da secoli è 
utilizzato nella medicina cinese e recentemente l’ATO è 
diventato cura di elezione per la leucemia promielocitica acuta 
e la sua diffusione come chemioterapico si sta ampliando 
anche ad alcune forme di tumori solidi come ad esempio i 
gliomi. Il ruolo della GSTO1 nella risposta al trattamento con 
triossido d’arsenico potrebbe essere più complesso rispetto a 
quello con il cisplatino. La GSTO1 potrebbe modulare la 
citotossicità dell’arsenico tramite due meccanismi tra di loro 
contrastanti.  E’ stato dimostrato che la GSTO1 corrisponde alla 
monometilarseniato reduttasi, enzima responsabile della 
produzione dell’acido metilarsenioso, cioè del metabolita più 
tossico dell’arsenico. La sovra-espressione della GSTO1 
potrebbe perciò incrementare la tossicità dell’ATO. I dati 
preliminari a questa tesi però mostrano che la sovra-
espressione della sequenza della GSTO1 wild type in diverse 
linee cellulari (HeLa, U937, HL60) induce un aumento della 
resistenza al trattamento con ATO. Le cellule HeLa hanno 
mostrato invece un comportamento anomalo quando la 
GSTO1, normalmente sovra-espressa dalle cellule quando 
raggiungono la confluenza, viene silenziata tramite siRNA: 
anziché diventare più sensibili come ci si aspetterebbe 
diventano più resistenti al trattamento con il tossico. Tale 
comportamento non si osserva nelle altre linee cellulari 
esaminate. Questo ci ha fatto ritenere che nella GSTO1 
espressa dalle HeLa fosse presente una mutazione o un 
polimorfismo responsabile del comportamento anomalo.  
 Lo scopo della mia tesi è stato quello di cercare un eventuale  
polimorfismo. Fra i più noti della GSTO1 presenti in letteratura: 
A140D (transizione C>T) e E155del (delezione di 3bp, esone 4-
introne). Di fatto è stata dimostrata la presenza del 
polimorfismo A140D (in omozigosi) nella sequenza della 
GSTO1 mediante RFLP (restriction fragment length 
polymorphism). Al fine di comprendere se il polimorfismo fosse 
realmente responsabile del comportamento anomalo delle 
HeLa nei confronti del triossido d’arsenico, il cDNA della 
GSTO1 è stato clonato nel vettore di espressione pIRES. Tale 
vettore è stato utilizzato per indurre nelle cellule HeLa una 
sovraespressione della proteina polimorfica mediante 
transfezione al fine di confrontare la sua azione con quella della 
GSTO1 wild type, in risposta al trattamento con ATO.  Riuscire 
a capire come la sovraespressione e la presenza o meno del 
polimorfismo A140D della GSTO1 possa influenzare la 
resistenza delle cellule tumorali al trattamento con ATO 
potrebbe essere infatti d’ausilio nello scegliere la terapia più 
idonea per i vari pazienti; ovvero se un paziente presenta il 
polimorfismo A140D della GSTO1 risponderà meglio alla 
chemioterapia con ATO  rispetto ad un  paziente con GSTO1 
WT.  
I risultati dei saggi di citotossicità condotti mostrano come 
effettivamente la GSTO1 wild type protegga le cellule anche 
alle dosi più alte di ATO, mentre la sovraespressione della 
sequenza con il polimorfismo A140D renda le cellule più 
sensibili al trattamento. Il silenziameno di quest’ultima, invece, 
rende le cellule significativamente più resistenti rispetto a quelle 
in cui è mantenuta la sua espressione anche se sempre molto 
meno rispetto alle cellule in cui viene espressa la sequenza 
WT. Al fine di valutare il tipo di morte cellulare sono stati 
condotti esperimenti diversi. La colorazione con Hoechst, così 
come il saggio di esternalizzazione dell’annessina V ci hanno 
permesso di valutare i livelli di apoptosi, mentre il saggio con 
arancio acridina e LC3 i livelli di autofagia. I risultati di questi 
esperimenti hanno mostrato che nel nostro modello 
sperimentale il tipo di morte cellulare che viene indotta dal 
trattamento con l’ATO non è né di tipo apoptotico né autofagico. 
Sono attualmente in corso studi di microscopia elettronica per 
riuscire a capire qual è il tipo di morte cellulare. 
Per studiare i meccanismi responsabili della risposta delle HeLa 
all’ATO, sono state analizzate, mediante esperimenti di 
immunoblotting, le vie di ERK, p-38 implicate nei meccanismi di 
resistenza della wild type e di sensibilità della polimorfica, nelle 
rispettive linee cellulari che le sovra-esprimono, Dai primi dati 
ottenuti sembra che la GSTO1 polimorfica non riesca ad indurre 
l’attivazione delle vie di sopravvivenza analizzate, mentre 
sembrerebbe in grado di farlo la sequenza wild type. D’altra 
parte gli effetti osservati potrebbero anche dipendere da una 
diversa capacità dei due enzimi di metabolizzare L’ATO. Tutto 



















Human cytosolic glutathione S-transferases (GST) represent 
the widest and  most heterogeneous family of GSTs. GSTs can 
be subdivided into seven classes, the omega class being the 
most recently identified one. Human GSTO exists in two forms, 
named GSTO1 and GSTO2. 
GSTO1 is a protein involved in the response to cellular stress, 
and it exhibits some peculiar structural characteristics, likely 
related to its peculiar enzymatic activities: it lacks classical 
glutathione transferase activitiy, while it possesses 
thioltransferase and dehydroascorbate reductase activities, 
mono- and dimethylarsonicreductase activity, calcium transport 
modulation, post-translational activation of interleukin-1. 
Overexpression of GSTO1 in HeLa cells has been shown to 
confer resistance to cisplatin, while GSTO1 knockdown by 
transfection with siRNA is correlated with an increased 
sensitivity. This is due to GSTO1 ability to activate anti-
apoptotic pathways and inhibit pro-apoptotic pathways, in 
response to cisplatin. 
These data have prompted the study of GSTO1 role in the 
response to arsenic. Arsenic is a common enviromental 
contaminant with known toxic effects on cells e tissues. 
Exposition to arsenic can have serious consequences on 
humans, such as tumors, heart disease, gastrointestinal 
intoxication, diabetes, depending on the tissue exposed and on 
the intensity and duration of exposition, up to death;  
nonetheless, in the form of arsenic trioxide (ATO), arsenic is 
used in cancer therapy, especially for the treatment of acute 
promyelocytic leukemia and solid tumors such as gliomas. 
Human glutathione S-transferase1 (GSTO1) might modulate 
arsenic citotoxicity by means of two opposite mechanisms. 
GSTO1 has been shown to possess monomethylarsonic acid 
reductase activity, thus producing the most toxic metabolite of 
arsenic, methylarsonous acid. In this context, some authors 
have speculated that GSTO1 overexpression may increase the 
toxicity of ATO. 
Preliminary data from the laboratory where the thesis work was 
conducted, however, show that overexpression of the wild-type 
sequence of GSTO1 in different cell lines (HeLa, U937, HL60) 
induces an increased resistance to the treatment with ATO. 
Silencing GSTO1 expression by siRNA in HeLa cells, however, 
produced unexpected results, as it increased their resistance to 
ATO, rather than their sensitivity. The other cell lines examined 
behaved as expected, by increasing their sensitivity in response 
to transfection with GSTO1 siRNA 
This led to the hypothesis that, in HeLa cells, a polymorphic 
variant of GSTO1 (A140D or E155del are the most common) is 
present, and responsible of the anomalous behavior.  The goal 
of my thesis work was to test this hypothesis, and to investigate 
the possible mechanisms by which the presence of a 
polymorphism in GSTO1 would alter the response of HeLa cells 
to arsenic. 
The presence of  the A140D polymorphism (in omozygosis) in 
the GSTO1 sequence was indeed demonstrated by RFLP 
(Restriction Fragment Length Polymorfhism). A number of 
experiments were then performed to verify whether the 
polymorphism was responsible of the anomalous response of 
HeLa cells to ATO. 
In a first set of experiments, both wild-type and A140D GSTO1 
cDNA were cloned into pIRES vectors, in order to induce 
overexpression of the encoded proteins in transfected HeLa 
cells, and compare the responses to the treatment with ATO. 
The results of the cytotoxicity assays performed show that wild 
type GSTO1  protects HeLa cells, even from high doses of 
ATO, whereas overexpression of A140D GSTO1 makes cells 
more sensitive to the treatment. On the other hand, silencing  of 
the endogenous, polymorphic form, increases HeLa cells 
resistance to ATO, although not as much as the overexpression 
of the wild type sequence.  
In order to investigate the mechanisms responsible for such 
phenomena, we tried to assess the type of cell death by 
different assays, on the one hand, and we analysed the 
activaton of ERK and p-38 pathways. Hoechst staining, and the 
assay for annexin V externalization, were used to investigate 
the levels of apoptosis, acridine orange and LC3 assays were 
used to test the levels of autophagy. The results of these 
experiments showed that, in our experimental model, the type 
of cell death induced by treatment with ATO is neither apoptotic 
nor autophagic. We are currently performing electron 
microscopy to understand what type of cell death is taking place 
in wt or A140D HeLa cells treatead with ATO. 
 
Preliminary data obtained by immunoblotting on the activation 
of ERK and p-38 pathways, suggest that polymorphic GSTO1 
fails to induce activation of the survival pathways analyzed, 
while wild-type GSTO1 would be able to do so. On the other 
hand, the observed effects may also depend on a different 
capacity of the two enzyme forms to metabolize ATO. The 
experiments are still in progress. 
Understanding how GSTO1 overexpression and the presence 
or absence of the A140D polymorphism might influence the 
resistance of tumor cells to the treatment with ATO, could be 
very helpful in choosing the most suitable therapy for each 
patient, taking into account his/her genetic background. 
 
1.INTRODUZIONE 
Le cellule, dai batteri ai mammiferi, per far fronte ad una serie di 
stress “ambientali” (stress termico, tossine, carenze nutrizionali 
e danni ossidativi), hanno sviluppato meccanismi molecolari, 
come l’alterazione dell’espressione genica, che promuove un 
aumento delle proteine di risposta allo stress. Queste proteine 
possono agire o come chaperone molecolari o come enzimi 
detossificanti. Gli chaperone si legano a proteine denaturate o 
misfolded determinandone o il corretto ripiegamento o 
l’eliminazione della proteina se il danno non è riparabile. Gli 
enzimi detossificanti aiutano l’organismo ad eliminare sostanze 
di origine esogena o endogena dannose per la cellula. I 
meccanismi di risposta allo stress cellulare (Heat Shock Protein 
o di enzimi detossificanti come le Glutatione S-Transferasi, 
GST) sono essenzialmente meccanismi di difesa che la cellula 
mette in atto per sopravvivere a condizioni avverse. Nelle 
cellule tumorali aumentano la resistenza alle terapie 
citotossiche diventando così le responsabili del fallimento delle 
chemioterapie (Kodym et al.,1999). 
 
1.1 GLUTATIONE S-TRANSFERASI 
Le Glutatione S-transferasi (GSTs) sono una superfamiglia di 
enzimi di fase II che catalizzano la coniugazione del glutatione 
in forma ridotta (GSH) con un ampio range di substrati 
elettrofilici di origine esogena o endogena (Hayes et al., 2005). 
La funzione più nota di questi enzimi è quella di catalizzare 
l’attacco nucleofilo del GSH a molecole con gruppi elettrofili a 
livello di un atomo di carbonio, di zolfo o di azoto. Grazie a 
questa attività le GST permettono l’eliminazione di un gran 
numero di xenobiotici come cancerogeni chimici, farmaci e 
prodotti dello stress ossidativo (Hayes et al., 2004) ma anche 
ormoni steroidei come il Δ^5-androstenedione (Johasson e 
Mannervik, 2001) e intermedi metabolici della via di 
degradazione della tirosina (Lim et al., 2004). Inoltre i membri 
della superfamiglia delle GST svolgono le funzioni di sintesi 
degli eicoesanoidi, di legame e trasporto di ligandi come la 
bilirubina e l’eme, e di mediazione di segnali regolatori 
attraverso l’interazione proteina-proteina (Townsed et al., 
2003). 
La superfamiglia di GSTs si suddivide in tre principali famiglie di 
proteine che comprendono sia enzimi solubili che enzimi di 
membrana:  
 
 GST citosoliche  
 GST mitocondriali  
 GST microsomiali.  
 
Le GST mitocondriali comprendono enzimi solubili; le GST 
microsomiali, conosciute anche con il nome di MAPEG 
(Membrane-Associated Proteins in Eicosanoid and Glutathione 
Metabolism), sono enzimi di membrana, che non presentano 
omologie con gli enzimi appartenenti alle altre famiglie e sono 
coinvolti principalmente nella sintesi di eicosanoidi (Holm et al., 
2002). 
Le GST citosoliche derivano da un comune gene ancestrale 
che nel tempo, in seguito a processi di duplicazioni, 
ricombinazioni e mutazioni geniche, si è differenziato nelle varie 
GST (Towensed e Tew, 2003). 
In generale, i livelli di espressione delle GST e i relativi fattori di 
modulazione possono avere importanti implicazioni cliniche. 
Una sovra-espressione di alcuni membri della famiglia delle 
GST è implicata nella resistenza a numerosi farmaci 
chemioterapici (Hayes e Pulford, 1995; O’Brien e Tew, 1996; 
Tew, 1994; Hall et al., 1994); in opposizione invece, deficit di 
GST di natura genetica sono fattori di rischio per patologie 
come la cataratta, per alcune forme tumorali (Strange e Fryer, 
1999) e per malattie neurodegenerative come il morbo di 
Parkinson e il morbo di Alzheimer (Kolsch et al., 2004; Li et al., 
2003; Board, 2011). Inoltre, l’omozigosità dell’allele nullo della 
GSTM1 è un indicatore prognostico positivo per quanto 
concerne il successo della chemioterapia e della sopravvivenza 
a lungo termine per la leucemia linfoblastica acuta infantile (Hall 
et al.1994). 
Le GST citosoliche rappresentano la famiglia più numerosa di 
transferasi e funzionano in forma dimerica come omo o 
eterodimeri, anche se questi ultimi si formano solo tra subunità 
della stessa classe (Ladner et al., 2004).  
La superfamiglia delle GST può essere suddivisa in un numero 
di classi filogenetiche sulla base della loro sequenza 
aminoacidica (Mannervik e Danielson, 1988). Infatti le GST 
citosoliche nei mammiferi formano sette distinte classi evolutive 
denominate: alfa (α), mu (μ), pi (π), sigma (σ), theta (θ), zeta (ζ) 
e omega (ω) (Board et al., 2000).  Sono state ulteriormente 
addizionate classi di GST  provenienti da piante, insetti e altre 
specie. Molti membri delle differenti classi di GST esibiscono 
specificità di substrato parzialmente sovrapposte ad altre classi; 
altre, invece, sono altamente specifiche. Inoltre, una 
sottofamiglia di proteine che costituiscono canali intracellulari al 
cloro definite CLIC (Chloride Intracellular Channel), hanno 
mostrato essere membri della famiglia strutturale delle GST 
citosoliche. Nonostante la diversità dei substrati metabolizzati 
da questi enzimi, molte GSTs sono state originariamente 
identificate grazie sia alla loro capacità di coniugare 1-cloro-2,4-
dinitrobenzene con il GSH che alla loro capacità di legarsi al 
GSH su matrici di affinità. La classe delle glutatione tranferasi 
omega (GSTO) è l’ultima classe di GST ad essere stata 
identificata ed è l’oggetto della presente tesi, ne decriverò di 
seguito le principali caratteristiche. 
 
 
1.1.1 Glutatione Transferasi Omega 
 
La deidroascorbato reduttasi (DHAR) del ratto è stata la prima 
GSTO identificata. Essa è stata purificata e caratterizzata nel 
laboratorio del Prof. Casini (Maellaro et al., 1994; Ishikawa et 
al.,1998). L’attività di questo enzima è quella di catalizzare la 
reazione di riduzione dell’acido deidroascorbico ad acido 
ascorbico mediante l’utilizzo di due molecole di GSH. La DHAR 
è ampiamente espressa in tutti i tessuti di ratto, ma raggiunge i 
livelli più elevati nel fegato, nel rene e nell’apparato gastro-
intestinale (Paolicchi et al.,1998). In seguito, in collaborazione 
con un gruppo giapponese, è stato clonato il cDNA di questo 
enzima e ne è stata approfondita la caratterizzazione 
molecolare (Ishikawa et al., 1998). 
Nel 2000 il gruppo di P.G. Board ha effettuato uno studio con lo 
scopo di identificare nuovi membri della famiglia delle glutatione 
transferasi sulla base delle omologie di sequenze. A tal fine 
sono state ricercate le EST (Expressed Sequence Tag) su data 
base, utilizzando come sequenze di riferimento quelle della 
GST ζ (Board et al.,2000). Questo tipo di ricerca ha portato 
all’identificazione del cDNA di una nuova proteina con 
sequenze e caratteristiche tipiche della famiglia delle GST. 
Tale proteina ha mostrato una notevole identità aminoacidica 
con la DHAR del ratto, con una proteina identificata 
precedentemente nel topo e ritenuta una stress protein di 
piccolo peso molecolare. Questa piccola proteina di 28 Kda, 
identificata nel 1999 da Kodym e dal suo gruppo di ricerca era 
sovraespressa in una linea di linfoma murino resistente alle 
radiazioni e ai trattamenti chemioterapici. L’analisi filogenetica, 
sulla base dell’allineamento con sequenze rappresentative delle 
varie classi di GST, ha portato gli autori a ricostruire un albero 
filogenetico in base al quale le suddette proteine vanno a 
costituire una nuova classe di GST denominata omega e 
indicata con la sigla GSTO. 
 Figura 1. Correlazioni filogenetiche tra le varie classi di GST. Da Board P.G. 
et al., 2000 
Board (Board et al., 2000) ed il suo gruppo di ricerca hanno 
caratterizzato la GSTO1 umana studiando la proteina 
ricombinante e la sua struttura cristallina. Attraverso la 
cromatografia a esclusione molecolare, hanno visto che la 
proteina ricombinante umana  in condizioni native forma un 
omodimero di 56 Kda e pertanto viene indicata come GSTO1-1. 
Questo è in linea con la struttura quaternaria della maggior 
parte delle GST citosoliche, fatta eccezione delle proteine CLIC 
che sembrano essere monomeriche. 
Inoltre, è stato dimostrato che la proteina ricombinante umana 
mostra scarsa attività con i principali substrati delle altre GST 
come ad esempio 1-cloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB), mentre 
mostra attività deidroascorbato reduttasica e, in maggior 
misura, attività tiol-transferasica (Board et al.,2000). 
La struttura cristallina della proteina ricombinante umana 
assume il tipico ripiegamento GST, mostra un dominio N-
terminale tipico delle tioredossina e un dominio C-terminale 
interamente organizzato in alfa eliche. La GSTO 1 ha una serie 
di caratteristiche distintive rispetto alle altre GST come per 
esempio un’estensione di 19-20 residui all’estremità N-
terminale. Tale estremità, ricca in prolina, si associa con 
l’estremità C-terminale e forma un elemento strutturale che non 
si trova nelle altre GST. Il dominio N-terminale mostra al centro 
un foglietto β a 4 filamenti e intorno tre α eliche. Il dominio C-
terminale, composto da sette α eliche, stabilisce legami a 
idrogeno col dominio N-terminale e forma un tutt’uno con 
l’estensione N-terminale. (Board et al., 2000). La struttura 
cristallina inoltre presenta due regioni tipiche delle GST, 
chiamate G-site e H-site. 
Il G-site (regione G) indica la porzione proteica responsabile del 
legame con il GSH. Caratteristica importante della GSTO1, 
anche conservata nella GSTO2, è la presenza di una cisteina 
(Cys32) nel sito attivo, al posto del residuo di serina o tirosina 
tipico delle altre GST eucariotiche. La Cys-32 è localizzata nella 
porzione N-terminale dell’elica α1 con il tiolo posizionato 
esattamente sopra l’asse dell’elica e questa potrebbe essere la 
struttura determinante per il corretto funzionamento della 
GSTO1-1. 
Il dimero GSTO1-1 presenta tipicamente una configurazione 
tridimensionale aperta a forma di “V” nella quale i contatti tra le 
due subunità sono limitati dalle catene laterali. 
Da tutti gli altri punti di vista il legame del GSH è del tutto 
analogo a quanto si osserva nelle altre GST: tutte le interazioni 
tra GSH e proteine avvengono a livello del dominio N-terminale 
e i residui che contribuiscono al legame con il GSH sono 
conservati o conservativamente sostituiti. 
 
  
Figura 2. Struttura della GSTO1-1 umana. Rappresentazione del monomero. 
Da Board et al., 2000. 
 
La regione H o “H-site” è quella porzione della proteina che ha 
la funzione di accogliere la molecola elettrofila destinata alla 
coniugazione con il GSH. Tale regione contiene un dominio 
idrofobo ed è situata in prossimità della regione G, sito di 
legame al GSH. La regione H è formata da elementi che 
appartengono sia al dominio N-terminale che C-terminale e le 
variazioni che si hanno a questo livello tra le varie classi di GST 
definiscono le diverse specificità di substrato.  
In corrispondenza della regione H la GSTO1-1 presenta una 
cavità ben definita che si presume rappresenti una zona di 
legame con altre molecole, ma questa zona, grazie alla 
presenza dei residui polari Trp-222 e Arg-183, risulta meno 
idrofobica rispetto alla regione H delle altre GST. Le 
caratteristiche singolari delle due regioni “H” e “G” site, quali la 
ridotta idrofobicità della “H” site e  la larga fessura tra le 
subunità nel “G”site, fanno pensare che molto probabilmente i 
substrati naturali o i partner di legame della GSTO1-1 possano 
essere molecole di grosse dimensioni e poco idrofobe, come ad 
esempio un’altra proteina. Tale possibilità ipotizzata da Board e 
colleghi (2000), non è ancora stata oggetto d’indagine 
sperimentale. 
 
1.1.2 Organizzazione genomica della Glutatione Transferasi 
Omega umana  
 
Il gruppo di P.G. Board successivamente si è occupato dello 
studio della organizzazione genomica della GSTO1 (Whitbread 
et al.,2003). Mediante la tecnica di “fluorescence in situ 
hybridization” (FISH), è stato scoperto e localizzato il gene della 
GSTO sul cromosoma 10 nella regione 10q24.3 .  
Inoltre, durante questi studi è stata rilevata la presenza di un 
secondo gene appartenente alla classe omega che è stato 
chiamato GSTO2. Questo gene come quello della GSTO1, 
presenta 7 esoni  e si trova a 7,5 kb dal gene della GSTO1. La 
distanza relativamente modesta tra i due geni fa supporre che 
ci sia stata una duplicazione genica. 
Lo studio del cDNA della GSTO2 ha rivelato che il gene codifica 
per una proteina putativa di 243 residui aminoacidici con il 64% 
di identità con la proteina GSTO1, composta da 241 
aminoacidi. È noto che i geni che codificano per ciascuna 
classe di GST sono di norma organizzati in clusters su vari 
cromosomi distinti. Ad esempio i geni della classe m si trovano 
sul cromosoma 1 in posizione p13.3, quelli della classe a sul 
cromosoma 6 in posizione p12, ecc.. Nessun gene delle GST 
era stato finora individuato sul cromosoma 10, pertanto questa 
scoperta rappresenta un ulteriore dato a supporto della 
differenziazione filogenetica delle GSTO come classe distinta di 
GST. È stato inoltre identificato sul cromosoma 3 un gene che 
codifica per una proteina denominata GSTO3p che mostra una 
forte omologia di sequenza con la regione codificante della 
GSTO1. Data la sua mancata presenza nella banca dati EST, 
l’assenza di sequenza introniche e la diversa localizzazione 
cromosomica, gli autori ipotizzano che si tratti di uno 
pseudogene. 
 
1.1.3 Distribuzione tissutale e cellulare di GSTO 
La GSTO1 è trascritta a livelli basali in un ampio range di 
tessuti umani (Board et al., 2000).  Sono stati osservati livelli 
relativamente alti di mRNA nel fegato, nel cuore e nel muscolo 
scheletrico. Anche la GSTO2 risulta ampiamente espressa nei 
tessuti umani, con livelli relativamente alti nel rene, nel fegato e 
nel muscolo scheletrico (Whitbread et al., 2003). Ma i livelli più 
alti di espressione della GSTO2 si registrano a livello del 
testicolo. Gli stessi risultati si riscontrano nel topo. 
Uno studio immunoistochimico sulla GSTO1 umana rivela 
un’importante specificità cellulare all’interno dei diversi tessuti; 
per esempio, nel cervello la GSTO1 si localizza nel nucleo delle 
cellule gliali e non nei neuroni. La localizzazione nucleare della 
GSTO1 o la traslocazione nel nucleo in seguito a stress è stata 
dimostrata in diversi tipi di cellule (Yin et al., 2001). Questo 
potrebbe far pensare a un ruolo aggiuntivo non correlato al 
metabolismo degli xenobiotici. 
La deidroascorbato reduttasi (DHAR) di ratto glutatione 
dipendente sembra essere ortologa alla GSTO1-1 umana. I 
nothern blotting mostrano la sua espressione nel fegato, rene, 
testicolo e cervello (Ishikawa et al.,1998). L’espressione della 
GSTO1-1 di ratto (DHAR) è stata ampiamente studiata nei 
tessuti di ratto mediante tecniche di immunoistochimica ed è 
stata ritrovata nel testicolo, nel fegato e nel rene (Paolicchi et 
al.,1996) ed è abbondante nel cervelletto, nello striato e a livello 
dell’ippocampo (Fornai et al., 2001). Un’analisi dettagliata 
mostra come la GSTO1-1 venga espressa anche nella 
substantia nigra, inclusa la pars compacta, che è degenerata 
nel morbo di Parkinson (Fornai et al., 2001). E’ stato suggerito 
che la GSTO1-1 di ratto può giustificare più del 65% dell’attività 
deidroascorbato reduttasica nel cervello (Fornai et al.,1999). 
L’ascorbato è stato considerato un importante antiossidante nel 
cervello (Rice, 2000) e lo stress ossidativo sembra essere 
implicato nella patogenesi nel morbo di Parkinson e 
nell’Alzheimer (Fahn e Cohen, 1992; Mattson, 2004; Simonian 
e Coyle, 1996). Studi recenti riportano come alterazioni nei 
livelli di espressione o alterazioni funzionali delle GSTO nel 
cervello con conseguente aumento dello stress ossidativo o dei 
processi infiammatori, potrebbero essere un fattore comune 
che ha portato ad associare i geni GST della classe omega 
all’esordio di queste importanti malattie neurodegenerative 
(Allen, 2012). 
 
1.1.4 Attività enzimatiche di GSTO 
Data la presenza della cisteina 32 nel sito attivo, la classe 
omega delle GST mostra attività catalitiche diverse da quelle 
delle altre GST dei mammiferi. GSTO1 e GSTO2 mostrano 
un’attività tioltransferasica e deidroascorbato reduttasica, 
attività non  presenti nelle altre GST, ma tipiche delle 
glutaredossine, ovvero enzimi che mostrano una similarità 
strutturale al dominio N-terminale delle GST citosoliche.  
Le  GSTO mostrano anche attività enzimatiche peculiari:  
- attività monometil e dimetilarseniato reduttasica,  
- sembrano avere un ruolo nella modulazione dei canali per il 
calcio intracellulare, 
- nella processazione post-traduzionale dell’interleuchina 1, 
- hanno un ruolo antiapoptotico che contribuisce ad aumentare la 
resistenza al cisplatino 
  Prenderemo di seguito in esame le varie attività delle GSTO 
 
1.1.4.1 Attività tiol-transferasica 
La tiol-transferasi, anche conosciuta come glutaredossina, fa 
parte delle tiolo-disolfuro-ossidoriduttasi e catalizza in maniera 
specifica la riduzione di proteine tiolate dal GSH (Chrestensen, 
1995) secondo la reazione : 
PSSG + GSH       PSH + GSSG 
La riduzione di PSSG (proteina legata ad una molecola di 
glutatione) avviene tramite la formazione di GSSG che viene 
infine riciclato a GSH mediante l’azione della glutatione 
reduttasi. Tale attività si osserva sia per la GSTO1-1 e sia per la 
GSTO2-2 (Board et al., 2000; Schmuck et al., 2005) e potrebbe 
essere imputata alla Cys 32 presente nel sito attivo dell’enzima 
che agisce come centro nucleofilo transferasico (Board et al., 
2000). Tale ipotesi si basa fondamentalmente sull’omologia 
strutturale della GSTO con la tioredossina e la glutaredossina.  
La particolare conformazione a “V” aperta del sito attivo 
dell’enzima GSTO favorisce l’interazione  con diverse molecole 
contenenti disolfuri, inclusi i polipeptidi S-tiolati. In condizioni di 
stress ossidativo, numerose proteine sono soggette a S-
tiolazione con formazione di disolfuri misti con il GSH, o in 
misura minore, con altri tioli come la cisteina, con conseguente 
cambiamento funzionale delle proteine coinvolte. 
Quindi, una probabile  funzione della GSTO è quella di ridurre, 
al pari della glutaredossina, questi addotti S-tiolo ripristinando la 
corretta funzionalità enzimatica . 
 L’attività tiol-transferasica delle GSTO è stata però determinata 
solo in vitro e il possibile ruolo di questi enzimi nel ridurre 
proteine tiolate in seguito a stress ossidativo non è mai stato 
verificato sperimentalmente. 
 
1.1.4.2 Attività deidroascorbato reduttasica 
L’attività deidroascorbato reduttasica (DHAR) della GSTO 
consiste nel ridurre il deidroascorbato (DHA), forma ossidata 
della vitamina C, ricostituendo l’acido ascorbico (AA) (Maellaro 
et al.,1994; Board et al., 2000). 
L’AA o vitamina C è una vitamina idrosolubile, presente in tutti 
gli organismi viventi, anche se alcuni mammiferi, incluso l’uomo, 
hanno perso la capacità di sintetizzarla. L’AA è una molecola 
con importanti proprietà antiossidanti, pertanto gioca un ruolo 
essenziale nei sistemi biologici. Le sue molteplici funzioni si 
basano sulla capacità della molecola di andare facilmente 
incontro ad ossidazione. Questa caratteristica gli consente sia 
di agire da scavenger diretto dei radicali liberi e delle specie 
attive dell’ossigeno, che da agente riducente in numerose tappe 
del normale metabolismo cellulare (Padh, 1991). 
Il processo di ossidazione dell’acido ascorbico può avvenire 
attraverso il trasferimento di un elettrone, portando alla 
formazione del radicale semideidroascorbato (AA▪) oppure 
attraverso il trasferimento di due elettroni producendo il DHA; 
quest’ultimo può formarsi inoltre anche per dismutazione di due 
AA▪ secondo la seguente reazione: 
AA▪ + AA▪        AA + DHA 
E’ noto da tempo che gli organismi viventi sono dotati di attività 
DHA reduttasiche molto efficienti in grado di ripristinare l’AA 
utilizzando il GSH come donatore di equivalenti riducenti: 
DHA + 2GSH        AA + GSSG 
Quest’attività sono pertanto di grande importanza per 
mantenere costante la concentrazione di  acido ascorbico a 
dispetto della continua ossidazione da parte dei radicali liberi. 
I sistemi di riduzione del DHA sono inoltre fondamentali perché 
il deidroascorbato, legandosi ai gruppi sulfidrilici e amminici 
delle proteine, può produrre effetti tossici, quali danno agli 
eritrociti (Bianchi e Rose, 1986), e alle isole pancreatiche 
(Pillsbury et al.,1973). 
I primi enzimi ad attività deidroascorbato reduttasica scoperti 
sono stati la glutaredossina e la disolfuro isomerasi (Wells et 
al.,1990). In seguito nel laboratorio dove ho svolto la tesi, è 
stata scoperta e caratterizzata quella di ratto, poi incluso nel 
gruppo delle GSTO (Maellaro et al.,1994). Sulla base di 
esperimenti di immunotitolazione, la capacità deidroascorbato 
reduttasica nel citosol di epatociti di ratto sembra dipendere in 
gran parte da quest’enzima (Paolicchi et al.,1996). Una simile 
attività deidroascorbato reduttasica è stata osservata in seguito 
nella GSTO1-1 e nella GSTO2-2 dell’uomo (Board et al., 2000; 
Schmuck et al., 2005). 
 
1.1.4.3 Attività monometilarseniato (MMAv) e dimetilarseniato 
(DMAIII)reduttasica 
L’arsenico inorganico (iAs)  è un comune contaminante naturale 
dell’acqua in molte regioni del mondo ed è conosciuto come 
cancerogeno. La World Healt Organization ha stimato che circa 
70 milioni di persone in Bangladesh sono a rischio di cancro 
perché bevono acqua contaminata dall’arsenico inorganico 
(National Research Council Report, 1999; Arsenic exposure 
and Healt Effect, 1998). 
La biotrasformazione dell’arsenico inorganico è un processo a 
più stadi catalizzato in successione da diversi enzimi: dalla 
raseniato reduttasi (Radabaugh et al., 2000), dalla arsenito 
metiltransferasi (Zakharyan et al., 1995; Wildfang et al., 1998), 
dalla monometilarseniato (MMAv) reduttasi (Zakharyan e 
Aposhian, 1999a), dalla monometilarsenito metiltransferasi e 
dalla dimetilarseniato (DMAv) reduttasi (Zakharyan et al.,1999). 
E’ discutibile se tale via metabolica debba considerarsi una via 
di detossificazione: alcuni dei metaboliti sono infatti 
cancerogeni e fortemente tossici (Cullen et al., 1989; Styblo et 
al., 1997) come ad esempio l’intermedio monometilarsenito 
(MMAIII). Dal momento che il DMAV è meno tossico e il MMAIII è 
più tossico rispetto all’arsenito inorganico, i possibili benefici 
della metilazione dell’arsenico come via di detossificazione 
devono essere valutati sulla base dell’accumulo dei vari 
metaboliti tossici. 
La MMAV reduttasi rappresenta la tappa limitante nel 
metabolismo dell’arsenico inorganico ed è quella che produce il 
composto più tossico (Zakharyan e Aposhian, 1999). In seguito 
ad una parziale purificazione della MMAV reduttasi umana, è 
stato possibile determinare la sequenza amminoacidica del 
92% della proteina (Zakharyan et al., 2001). Tale sequenza si è 
rivelata perfettamente identica a quella della GSTO1-1. Sulla 
base di ciò, la GSTO1-1 ricombinante umana mostra un’attività 
MMAV  con valori di km e Vmax comparabili con quelli della MMA
V 
reduttasi umana, mentre la MMAV reduttasi umana 
parzialmente purificata mostra  capacità catalitiche analoghe 
alla GSTO1-1 (attività tiol-transferasica e DHA reduttasica). 
Entrambi gli enzimi hanno assoluta specificità per il glutatione 
(GSH). Infine, la banda elettroforetica corrispondente alla 
MMAV reduttasi umana viene riconosciuta, mediante 
Immunblot, dall’antisiero verso la GSTO1-1 umana. Gli autori 
(Zakharyan et al., 2001), sulla base dei suddetti dati, giungono 
pertanto alla conclusione  che la MMAV reduttasi umana e la 
GSTO1-1 umana debbano essere considerate proteine 
identiche. Inoltre la cartterizzazione della GSTO2-2 umana 
(Schmuck et al., 2005) ha evidenziato che anche quest’enzima 
ha un’attività MMAV reduttasica comparabile a quella della 
GSTO1-1. Nel corso dello stesso studio è stato pure 
evidenziato che la GSTO1-1 ha anche una buona attività DMAV 
reduttasica e può pertanto catalizzare anche l’ultima tappa nota 
del metabolismo dell’arsenico. Pure la GSTO2-2 mostra tale 
capacità, ma con attività spcifica molto più bassa della GSTO1-
1. 
 
1.1.4.4 Attività di modulazione dei canali intracellulari del calcio 
Studi recenti hanno evidenziato un potenziale ruolo della 
GSTO1-1 nella regolazione del calcio intracellulare (Mariot et 
al., 2000; Pan et al., 2000). Infatti, studi di comparazione di 
sequenze, nati con lo scopo d’identificare altri componenti della 
famiglia delle GST, utilizzando come  riferimento la sequenza 
delle GST Omega, hanno evidenziato una significativa 
somiglianza di questa sequenza con i membri appartenenti al 
gruppo di canali proteici intracellulari CLIC (Chloride 
Intracellular Channel), in particolar modo con la proteina 
NCC27 (CLIC1) (Dulhunty et al., 2001). Inoltre, le comparazioni 
hanno rivelato che alcune porzioni delle sequenze di questi 
canali sono altamente conservate e corrispondono ai domini 
tipici delle GSTO. Considerando che la GSTO1-1 è fortemente 
espressa nel muscolo cardiaco e scheletrico, alcuni studiosi 
hanno successivamente preso in esame l’eventuale capacità 
della proteina di modulare l’attività dei “Ryanodine Receptor” 
(RyRs), canali di rilascio del calcio nei muscoli scheletrici e nel 
reticolo sarcoplasmatico cardiaco (Dulhunty et al., 2001). I 
risultati indicano che la GSTO1-1 può sia inibire che potenziare 
i canali del calcio RyR. I canali RyR sono regolati da diversi 
fattori, incluse reazioni di ossidazione e riduzione (Dulhunty et 
al., 2000), per cui la GSTO1-1 rappresenta un’ulteriore 
possibilità di regolazione (Dulhunty et al., 2001). Non è ancora 
stato chiarito il meccanismo di questa modulazione, ma è stato 
dimostrato che la mutazione del sito attivo Cys32>Ala abolisce 
l’effetto. Una sovraespressione della GSTO1-1 sembra 
proteggere le cellule tumorali dall’apoptosi causata dalla 
mobilizzazione del calcio attraverso i recettori della rionidina 
(Mariot et al., 2000). In più, l’espressione  della GSTO1-1 
potrebbe modulare le risposte immunitarie che dipendono da un 
aumento sostenuto dei livelli di calcio dovuto all’attività dei 
recettori per la rionidina nei linfociti Te B (Sei et al.,1999; Xu et 
al.,1998). 
 
1.1.4.5 Ruolo nella processazione post-traduzionale 
dell’interleuchina-1 
L’interleuchina IL-1 fa parte della famiglia delle citochine. E’ un 
importante mediatore proinfiammatorio prodotto da monociti e 
macrofagi attivati dal lipopolisaccaride (LPS) batterico 
(Dinarello, 1998). A differenza di altre citochine, l’IL-1 non viene 
prodotta costitutivamente, ma solo quando le cellule produttrici 
vengono sottoposte all’azione di un effettore in grado di mettere 
in atto un meccanismo di modifiche post-traduzionali che 
portano al rilascio della citochina stessa (Hogquist et al.,1991; 
Perregaux et al.,1992; Rubartelli et al., 1990). Inoltre, poiché IL-
1 non è dotata di sequenza segnale che la indirizzi al reticolo e, 
dal reticolo, al Golgi per la produzione di vescicole secretorie, 
ha bisogno di un ulteriore stimolo (March et al., 1985; Auron et 
al., 1984; Walter and Johnson, 1994). 
Esistono due geni separati, ma correlati, che codificano per le 
due pro-citochine IL-1α e IL-1β (March et al., 1985; Auron et al., 
1984). In risposta ad appropriati stimoli, i prodotti traduzionali di 
31 kDa di entrambi i geni vengono trasformati per mezzo di 
proteolisi nei prodotti finali di 17 kDa. Nello specifico, la pro-IL-
1β viene processata dalla caspasi-1, un membro delle proteasi 
coinvolte nel processo apoptotico (Cerretti et al., 1992; 
Thornberry et al.,1992; Thornberry e Lazebnik., 1998). 
Tra gli stimoli che in vitro promuovono un’efficiente modifica 
post-traduzionale delle IL-1, abbiamo l’ATP extracellulare 
(Hogquist et al., 1991; Perregaux e Gabel, 1994; Ferrari  et al., 
1997), tossine batteriche, quali l’emolisina dell’ Escherichia coli 
(Bhakdi et al., 1990) e le cellule T citotossiche (Hogquist et al., 
1991; Perregaux et al., 1996). Sono stati identificati una serie 
d’inibitori detti CRID (Cytochine Release Inhibitory Drug), che in 
maniera selettiva inibiscono le modifiche post-traduzionali 
dell’IL-1β (Laliberte et al., 2003). 
Recenti studi hanno mostrato che i CRID legano la GSTO1-1 
nei monociti e quest’interazione potrebbe sottostare al 
meccanismo mediante il quale i CRID arrestano il 
processamento della interleuchina-1β, indotto da ATP. Queste 
conclusioni sono tratte da una serie di dati: 
1. I CRID sono capaci di legarsi in modo irreversibile alla 
GSTO1-1, e tale legame correla con l’entità dell’azione 
inibitoria; 
2. La GSTO1-1 è capace di legarsi a colonne di affinità 
contenente gruppi tipici dei CRID; 
3. Infine, un addotto CRID- glutatione , somministrato a 
monociti intatti, inibisce le modifiche post traduzionali dell’IL-
1β indotte dall’ATP e interagisce anche con la GSTO1-1.                                    
Queste evidenze suggeriscono quindi che la GSTO1-1 svolga 
un ruolo determinante nella via di regolazione post-traduzionale 
dell’ IL-1β indotta da stimoli vari (Laliberte et al., 2003). 
L’interazione tra CRID e GSTO1-1 richiede la presenza della 
cisteina 32 nel sito attivo dell’enzima. Inoltre, è stato visto che 
concentrazioni elevate di CRID legano CLIC1 poichè anche 
questa presenta nel sito attivo una cisteina. Il ruolo che la 
GSTO1-1 gioca in questa via non è propriamente chiaro, ma è 
stato ipotizzato che potrebbe mediare il suo effetto modulando 
o creando canali ionici, poiché il processamento dell’ IL-1β è 
associato a cambiamenti significativi nell’omeostasi ionica 
(Laliberte et al., 2003). 
 
1.1.5 RESISTENZA AL CISPLATINO    
Studi recenti hanno dimostrato il ruolo della GSTO1 nelle 
cellule HeLa trattate con cisplatino, uno dei più usati 
chemioterapici per il trattamento dei tumori solidi (Piaggi et al., 
2010). I risultati ottenuti mostrano che, sovra-esprimendo la 
GSTO1, sia mediante transfezione stabile di cellule in coltura 
con il cDNA della GSTO1, sia mediante variazioni della densità 
cellulare (dato che l’espressione di GSTO1 è densità-
dipendente), le cellule Hela sono protette dalla tossicità del 
cisplatino in entrambi i modelli sperimentali. La protezione più 
alta è stata evidenziata alla dose di cisplatino 20µM; in queste 
condizioni si osserva l’80% di sopravvivenza nelle cellule che 
sovra-esprimono la GSTO1 rispetto al 20% nei controlli non 
trasfettati e a bassa densità. Questi risultati sono ulteriormente 
confermati se le cellule vengono transfettate con il GSTO1 
siRNA, che degrada in modo specifico l’mRNA endogeno della 
GSTO-1, determinando di conseguenza una riduzione dei livelli 
di espressione della proteina;  in tali condizioni diminuisce la 
sopravvivenza cellulare a 24 ore di trattamento con cisplatino in 
maniera dose-dipendente (Piaggi et al., 2010). 
Sono anche stati indagati i meccanismi tramite cui la GSTO1 
induce resistenza al cisplatino. La protezione nei confronti del 
cisplatino evidenziata nelle cellule transfettate stabilmente con 
la GSTO1 non può essere attribuita né ad un aumento GSH-
dipendente dell’eliminazione del cisplatino, né ad una 
diminuzione degli addotti al DNA e tanto meno ad una 
diminuzione della captazione del cisplatino. Invece si è potuto 
osservare, mediante il metodo Hoechst e determinazione 
immunofluorescente dell’annessina V, che le cellule transfettate 
sono molto più resistenti al processo apoptotico rispetto alle 
cellule controllo. Queste analisi suggeriscono che il ruolo della 
GSTO1 nella resistenza al cisplatino è quello d’interferire con il 
processo apoptotico (Piaggi et al., 2010). In particolare, le vie 
implicate sono l’attivazione di Akt e Erk1/2 responsabili della via 
di sopravvivenza e proliferazione cellulare, rispettivamente, e 
l’inibizione della via di JNK1, generalmente fortemente coinvolta 
nell’induzione di apoptosi, ma che potrebbe essere inibita 
direttamente o indirettamente dalla GSTO1 mediante 
attivazione di Akt. 
 
1.1.6 POLIMORFISMI GENETICI DELLA GSTO 
Studi sui polimorfismi condotti dal gruppo di P. Board 
(Whitbread et al., 2003) hanno portato al rilevamento di due 
varianti polimorfiche per la GSTO1 e una variante per la 
variante GSTO2. Sono state identificate una variante in GSTO2 
e due per la GSTO1. Nella GSTO2 l’unica variante identificata è 
una sostituzione N142D dovuta ad una transizione A>G in 
corrispondenza della base 424. Non si hanno però studi 
funzionali sulle due forme di GSTO2 per la scarsa solubilità 
della GSTO2 ricombinante. 
Nella GSTO1, invece, sono state caratterizzate le varianti 
A140D ed E155del.  Il polimorfismo A140D, piuttosto diffuso, è 
una sostituzione dovuta ad una transizione C>T in 
corrispondenza della base 419, particolarmente frequente tra gli 
australiani e quasi assente tra gli africani. Il residuo polimorfico 
140 in GSTO1 si trova all’estremità N-terminale dell’elica 5 
esposta al solvente. Le proprietà funzionali sono state studiate 
determinando l’attività tioltransferasica e la capacità di 
coniugare l’1-cloro-2,4-dinitrobenzene delle relative proteine 
ricombinanti. Confrontando le forme GSTO1 Ala 140 e GSTO1 
Asp 140 tali studi non hanno rivelato alcuna differenza 
significativa nelle proprietà biochimiche studiate.  
La variante E155del è più rara e deriva da una delezione di 3bp 
nella giunzione tra l’esone e l’introne 4 che porta alla 
produzione di una proteina mancante del glutammato 155. Il 
residuo 155 è localizzato all’estremità C-terminale dell’elica 5. 
La delezione avviene in modo tale che il sito di splicing sia 
potenzialmente riformato, dando origine a un trascritto di 
splicing che manca del glutammato 155. La presenza di ESTs 
con questa delezione suggerisce che il sito di splicing riformato 
è funzionale. Per quanto riguarda gli studi sulle proprietà 
funzionali della proteina, si osserva che l’isoforma che presenta 
la delezione E155 mostra attività enzimatiche significativamente 
più alte rispetto alla WT  e alla variante A140D, ma una minore 
stabilità a 60o C. 
Studi di associazione sui  polimorfismi delle GSTO  hanno 
evidenziato un aumentato rischio di sviluppare malattie 
croniche ostruttive del polmone (Yanbaeva et al., 2009), 
carcinoma epatocellulare e colangiocarcinoma, tumore al seno 
e leucemia linfoblastica infantile (Pongstaporn et al., 2009) nei 
portatori della GSTO1 A140D, mentre tale incremento di rischio 
non si rileva nei portatori di GSTO2 N142D (Maharatta et al., 
2005), fatta eccezione dell’ALL. Infatti in uno studio recente 
sono stati analizzati i geni polimorfici della GSTO1 e 2 mediante 
RFLP in 99 pazienti con leucemia linfoblastica acuta e in 100 
bambini sani. Da questo studio è stato visto che i polimorfismi 
GSTO1 A140D e GSTO2 N142D sono importanti fattori di 
rischio nello sviluppo della leucemia linfoblastica acuta infantile 
(Pongstaporn et al., 2009).  
1.1.6.1 GSTO1A140D nella popolazione mondiale 
Il polimorfismo A140D della GSTO1 ha un’incidenza variabile 
fra le diverse popolazioni, in base alla loro distribuzione 
geografica e agli eventi storici che li hanno colpiti. La frequenza 
della variante allelica GSTO1 140 A è: 0,32 nei tedeschi 
(Kolsch et al., 2004), 0,30-0,35 negli europei e fra gli indigeni 
americani (Yu et al., 2003), 0,18 nei giapponesi e 0,165 nei 
Cinesi (Whitbread et al., 2003), ma solo 0,081 fra gli Africani e 
0 fra gli afro-americani. Altri studi, molto più recenti mostrano le 
diverse frequenze alleliche del polimorfismo in questione tra gli 
ovambos (163), turchi (194), mongoli (243) e giapponesi(102). 
Tra queste popolazioni gli ovambos hanno mostrato la più 
bassa frequenza dell’allele nella popolazione (0,040), mentre 
appare più diffuso tra i mongoli e e giapponesi (rispettivamente: 
0,128 e 0,108) (Takeshita et al., 2009). La diffusione del 
polimorfismo A140D è anche stata indagata in Cina in un 
campione di 1314 soggetti di gruppi etnici differenti. Fra  questi 
la frequenza media della GSTO1 A140D è del 15,49% . La 
prevalenza della GSTO1A140D varia in modo significativo tra le 
diverse popolazioni regionali in Cina, ciò ha dimostrato come la 
distribuzione geografica incida in modo importante nella 
diffusione dell’allele. (Fu et al., 2008). Ci interessa più da vicino 
l’incidenza del polimorfismo in Europa, e quindi , in Italia. Nel 
2010 Polimanti et al. hanno studiato la frequenza del 
polimorfismo GSTO1 A140D in un campione di 116 romani, 
maschi e femmine, sani. La frequenza allelica ottenuta per il 
campione italiano è da inglobare nel range di variabilità 
osservato per le altre popolazioni europee (Polimanti et al., 
2010). 
2. ARSENICO 
2.1 L’ARSENICO: EFFETTI TOSSICI E TERAPEUTICI 
L’arsenico, un semimetallo che si ritrova comunemente nel 
suolo e nelle acque, genera diverse risposte biologiche  a 
seconda dei tempi di esposizione e dei tessuti colpiti (Wilson et 
al., 2003). Esposizioni croniche all’arsenico, o per motivi 
lavorativi o per assunzione di acqua contaminata, producono 
tossicità e pertanto sono responsabili dello sviluppo di sindromi 
e disordini gravi (Chuanshu et al., 1999). L’arsenico è un 
potente cancerogeno e teratogeno nell’uomo e l’esposizione a 
questo metallo può portare allo sviluppo di vari tipi di tumori 
solidi (polmone, prostata e rene) (Heiet, 1998; Platanias, 2009). 
Inoltre, esposizioni a lungo termine possono indurre 
l’insorgenza di patologie come diabete (Jein-Wen Chen et al., 
2011; Fu et al., 2010), ipertensione, malattie cardiovascolari, 
angiogenesi, neuropatie e morte (Chen et al., 2007). Ci sono 
tutta una serie di evidenze sulla tossicità dell’arsenico 
relativamente all’esposizione prenatale. Sia l’arsenico 
inorganico che i suoi metaboliti metilati possono attraversare la 
placenta e danneggiare la crescita del feto tanto da provocarne 
l’aborto (Vahter, 2008). 
L’arsenico forma complessi con altri elementi ed esiste in forma 
organica e inorganica. Tra le forme inorganiche di arsenico, le 
più importanti sono: 
 As2S3 (Solfuro arsenioso o trisolfuro di diarsenico), anche 
detto arsenico giallo; 
 As2S2 (Bisolfuro di diarsenico), o arsenico rosso; 
 As2O3 (Triossido d’arsenico), o arsenico bianco (Litzow, 
2008; Ralph, 2008; Dilda et al, 2007). 
L’arsenico può esistere in diversi stati di ossidazione, ma lo 
stato ossidativo III è la forma più tossica. Studi condotti in vitro 
hanno dimostrato che il triossido d’arsenico (ATO) aumenta la 
produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS), riduce il 
potere antiossidante dei sistemi cellulari e porta danni ossidativi 
alle macromolecole intracellulari. 
 Il metabolismo di questo metallo è importante nello sviluppo 
dei suoi effetti tossici, infatti la tossicità testata in vivo e in vitro 
è dovuta soprattutto a processi, come ad esempio la 
metilazione, che dovrebbero condurre all’eliminazione 
dell’arsenico, ma, in realtà, producono specie ancora più 
tossiche a livello intracellulare. L’arsenico inorganico è 
metabolizzato da una serie di processi che prevedono la 
riduzione dell’arsenico pentavalente ad arsenico trivalente. 
Questo meccanismo può avvenire in assenza di enzimi in 
quanto l’arsenico interagisce con i gruppi tiolo delle molecole 
come il GSH, ma esistono anche enzimi capaci di mediare 
queste reazioni. La GSTO, infatti, forma intermedi metabolici 
come l’MMAIII  e il DMAIII , specie ancora più tossiche 
dell’arsenico. Il legame poi dell’arsenico con i gruppi tiolo delle 
proteine può comportare l’inibizione di eventi biochimici 
importanti e incrementare così la sua tossicità. Infatti, l’arsenico 
può inibire l’attività di enzimi come GSH reduttasi e tioredossina 
reduttasi, alterando la funzionalità dei sistemi antiossidanti 
cellulari (Hughes,  2002; Miller  et al., 2003). 
Nonostante le importanti attività tossiche, è stato visto che 
l’As2O3 (ATO) ha potenti attività antitumorali. Infatti, 
quest’agente è un potente induttore della risposta antileucemica 
ed è stato approvato dalla FDA (Food and Drug Administration) 
negli Stati Uniti d’America (USA) per la terapia della leucemia 
promielocitica acuta (APL) nei pazienti che mostrano resistenza 
al trattamento con ATRA (Acido Retinoico tutto-trans). Pazienti 
con APL  trattati con ATO mostrano una remissione completa 
della patologia nell’ 80-90%  dei casi diagnosticati, come anche 
nel 60-90% dei pazienti resistenti al trattamento con ATRA 
(Platanias, 2009). Il trattamento con ATO si sta diffondendo 
anche ai tumori solidi in associazione alla radioterapia o ad altri 
chemioterapici (Griffin et al., 2012; Zhao et al., 2009; Jiang et 
al., 2010; Bael et al., 2008). 
 2.2 MECCANISMI D’AZIONE DELL’ATO 
 
2.2.1 Apoptosi indotta dall’ATO 
 
La morte cellulare programmata è un processo essenziale nello 
sviluppo, nel mantenimento dell’omeostasi e nella prevenzione 
della crescita neoplastica. L’apoptosi è caratterizzata dal 
restringimento delle cellule, frammentazione del DNA, 
condensazione della cromatina, nuclei picnotici e produzione 
dei corpi apoptotici. In seguito a questi eventi i corpi apoptotici 
vanno incontro a fagocitosi ed eliminazione completa della 
cellula morta. L’apoptosi è mediata da una classe di enzimi detti 
caspasi che sono attivati mediante una via intrinseca e una via 
estrinseca. La via estrinseca si attiva quando uno specifico 
ligando si lega al suo recettore di membrana, trasducendo dei 
segnali intracellulari che portano all’attivazione della caspasi 8 
e della caspasi 10, ma può essere attivata anche da farmaci o 
sostanze che vanno a danneggiare i mitocondri, alterandone la 
membrana e inducendo il rilascio del citocromo c nel citosol. 
Questo innesca la formazione dell’apoptosoma e l’attivazione 
della cascata delle caspasi. (Hui-Wen Chiu et al., 2010; Scholz 
et al., 2005; Kanzawa et al., 2005). 
L’arsenico, attraverso numerose vie, causa profonde alterazioni 
cellulari che comportano l’induzione dell’apoptosi, l’inibizione 
della proliferazione, la stimolazione del differenziamento e 
l’inibizione dell’angiogenesi.  Studi su diverse linee cellulari 
hanno dimostrato che gli effetti dell’ATO sono mediati 
dall’azione dei  radicali dell’ossigeno e dalle vie di segnale 
intracellulari di morte (Yedjou et al., 2010).  
 
 Figura 3.Eventi cellulari chiave nell’induzione dell’apoptosi arsenico-
dipendente 
 
Il primo evento cellulare, dopo trattamento con ATO è proprio 
un incremento dei livelli dei ROS (Specie Reattive 
dell’Ossigeno), che sembra sia dovuto, almeno in parte, 
all’attivazione degli isoenzimi NADPH ossidasi e NO sintasi 
(McCafferty-Grad et al., 2003). Inoltre, alcuni composti 
dell’arsenico sono potenti modulatori del sistema della 
tioredossina, che include la tioredossina stessa, la tioredossina 
reduttasi e il NADPH (Kumagai e Sumi, 2007; Miller et al., 
2002). Questo sistema protegge le cellule dai danni indotti da 
stress ossidativo e pertanto gioca un ruolo chiave nella 
regolazione dell’apoptosi. Il fatto che l’arsenico o i suoi 
composti blocchino l’attività della tioredossina reduttasi, 
potrebbe spiegare i loro effetti pro-apoptotici (Kumagai e Sumi, 
2007). L’accumulo del perossido d’idrogeno (H2O2) comporta 
una diminuzione del potenziale di membrana (via del danno 
mitocondriale) con conseguente fuoriuscita del citocromo C nel 
citoplasma che combinandosi con Apaf1 (Apoptotic peptidase 
activating factor 1) e la pro-caspasi 9 formano il complesso 
dell’apoptosoma che innesca la cascata di morte cellulare 
programmata caspasi-dipendente (Miller et al., 2002).  
Le vie intracellulari di morte stimolati dall’ATO sono diverse, 
anche in relazione ai diversi tipi cellulari. Dai vari studi si 
osserva che l’ATO agisce sulla via delle MAPK. Su cellule U937 
causa apoptosi  in parallelo con l’inattivazione di ERK1,2 e 
l’attivazione di JNK e p38. Nello studio di Iwama e collaboratori 
è stato dimostrato che l’attivazione di JNK protegge le cellule 
dall’apoptosi indotta dall’ATO, mentre l’attivazione di p38 è 
richiesta per l’induzione della stessa apoptosi (Iwama et al., 
2001). La via delle MAPK è stata studiata anche dal gruppo di 
Huang. Hanno dimostrato infatti che l’apoptosi indotta dall’ATO 
è mediata dall’attivazione di JNK e non dalla proteina p53, in 
quanto l’ATO non induce attivazione della trascrizione p53-
dipendente, e questo avviene solo  quando le cellule sono 
esposte ad alte dosi di ATO (Huang et al., 1999).  
Questi dati sono confermati anche da Kajiguchi e collaboratori 
che in cellule di mieloma multiplo sottoposte a trattamento con 
ATO hanno evidenziato una forte attivazione di JNK e 
conseguente induzione di apoptosi (Tomohiro et al., 2006). 
 L’ATO è capace di agire direttamente sui mitocondri alterando 
la permeabilità di membrana e inducendo la produzione di 
ROS, ma la via mitocondriale può essere mediata anche da 
segnali della famiglia Bcl-2 (Leta et al., 2005; Scholz et al., 
2005). La differenza tra i due meccanismi si basa sulla 
differenza delle dosi di ATO somministrate:  
 ad alte dosi si induce produzione diretta di ROS e necrosi da 
stress ossidativo;  
 a dosi più basse si attiva la via di Bax/Bak e si induce 
apoptosi. 
L’ATO stimola  la mobilizzazione del Ca2+ dal reticolo 
endoplasmatico e da qui viene sequestrato dai mitocondri. 
L’aumento del Ca2+ all’interno dei mitocondri attiva da una parte 
la via di Bax e dall’altra il rilascio del citocromo c e conseguente 
attivazione delle caspasi (Leta et al., 2005). 
In cellule U937 l’induzione di apoptosi coinvolge la 
fosforilazione di Bcl-2 che induce la dissociazione del 
complesso Bcl-2/Bax. Bax, a questo punto, forma omodimeri 
Bax/Bax che promuovono il rilascio del citocromo c dai 
mitocondri, il quale stimola l’attivazione della cascata delle 
caspasi (Park et al., 2001). 
 
 Altri studi hanno indagato ulteriormente il meccanismo d’azione 
dell’ATO in cellule di leucemia linfocitica B cronica ed è stato 
evidenziato che: 
 L’attivazione di JNK è fondamentale nello sviluppo degli 
effetti dell’ATO; 
 L’ATO induce sovra-regolazione di PTEN e inattivazione 
della via di PI3K/Akt; 
 L’ATO coopera con gli inibitori di tale via potenziando 
l’apoptosi. 
Anche in cellule di cancro ovarico come le A2780 il trattamento 
con ATO induce apoptosi mediata dalle vie di Akt. In questo 
studio la chiave fondamentale è BIM, una proteina 
appartenente alla famiglia di Bcl-2, che viene sovra-regolata sia 
direttamente dall’ATO, ma anche da JNK, la cui attivazione 
avviene in uno stadio precoce del trattamento (Yuan et al., 
2011) . L’azione di BIM si esplica in due fasi distinte: in una 
prima fase l’espressione di BIM è sovra-regolata direttamente 
dall’ATO e questo potenzia l’azione delle caspasi 3; in una 
seconda fase l’attivazione delle caspasi 3 va a defosforilare Akt  
(Yuan et al., 2011; Wang et al., 2010). 
L’attivazione delle caspasi è stata studiata anche su cellule 
HL60 di leucemia promielocitica. Il trattamento con ATO induce 
apoptosi nelle cellule in maniera dose-dipendente attraverso 
l’attivazione di caspasi 3 (Yedjou et al., 2010). La caspasi 3 
attiva va a tagliare e inattivare una particolare polimerasi detta 
PARP, che fa parte dei sistemi di riparazione del danno al DNA. 
Questi eventi sono regolati anche dalla via delle MAPK e in 
particolare ERK, JNK e p38.  
La via apoptotica può essere attivata anche da ligandi specifici 
e da recettori detti di morte. Il trattamento con ATO porta ad 
una sovra-regolazione di recettori di morte, come CD95/Fas e 
del suo ligando, anche se ad oggi non è chiaro se l’apoptosi 
indotta da ATO sia indipendente dalla via estrinseca o se anche 
questa è coinvolta (Vasken Aposhian e Aposhian, 2006). 
 
      2.2.2 Autofagia indotta dall’ATO 
L’autofagia è un processo biologico particolare che inizialmente 
s’innesca come strategia di sopravvivenza della cellula, 
mediante la degradazione di proteine e organelli intracellulari  
nel tentativo di sopperire alle carenze nutritive, ma, alla lunga, 
tale meccanismo porta le cellule alla morte cellulare 
programmata. A differenza dell’apoptosi, la caratteristica 
fondamentale dell’autofagia è l’accumulo di vacuoli autofagici 
nel citosol.I lisosomi, ivi presenti, si fondono con la membrana 
dei vacuoli autofagici e qui avviene la degradazione dei 
componenti cellulari. La morte per via autofagica è 
indipendente dall’attivazione delle caspasi, ma in realtà, le due 
modalità di morte cellulare non sono indipendenti l’una 
dall’altra; pare addirittura che l’autofagia potrebbe essere 
indispensabile perché avvenga l’apoptosi (Takao et al., 2005; 
Wenbin et al., 2007; Yang et al., 2008). 
In uno studio del 2003, Kanzawa et al. hanno analizzato gli 
effetti di una bassa dose di ATO su cellule di glioma. La vitalità 
di queste cellule diminuisce drasticamente dopo la 
somministrazione dell’ATO in maniera dose-dipendente e  
viene rilevata la formazione di vacuoli autofagici. Inoltre 
l’inibizione delle caspasi non altera la vitalità delle cellule, 
mentre se si utilizza un inibitore dell’autofagia le cellule vanno 
incontro ad apoptosi, presentando le caratteristiche tipiche di 
tale morte cellulare (Wenbin et al., 2007). Il meccanismo 
attraverso cui l’ATO induce autofagia non è ancora chiaro, ma è 
stato studiato e approfondito da molti autori. Il trattamento con 
l’ATO provoca un aumento della fosforilazione di Akt, ma 
partecipa all’attivazione dell’autofagia anche una proteina che 
interagisce con le proteine Bcl-2, beclin-1. L’ATO infatti produce 
una up-regolazione dell’espressione di tale proteina che va di 
pari passo con l’induzione dell’autofagia. Inoltre l’accumulo di 
beclin-1 sembra essere dovuto alla down-regolazione di Bax 
(Wenbin et al., 2007).  
Uno dei marker dell’autofagia è la proteina LC3 la cui 
attivazione, in seguito a taglio proteolitico, è essenziale per la 
formazione degli autofagosomi. Il gruppo di Yang ha osservato 
che in cellule HL60 dopo la somministrazione di ATO si 
evidenzia una diversa collocazione di LC3 oltre alla formazione 
dei vacuoli autofagici e questa localizzazione viene bloccata se 
si utilizza un inibitore specifico dell’autofagia.  
L’interazione tra autofagia e apoptosi non è chiara ma si pensa 
che i mitocondri siano gli organelli coinvolti più importanti. 
Infatti, nella via apoptotica la permeabilità dei mitocondri 
comporta il rilascio nel citosol di proteine, come il citocromo c e 
fattori che  attivano la cascata delle caspasi, ma si pensa che 
siano anche direttamente coinvolti nell’attivazione 
dell’autofagia, in quanto i mitocondri danneggiati vengono 
sequestrati all’interno degli autofagosomi e degradati quando 
questi ultimi si fondono con i lisosomi. Un altro organello 
coinvolto è sicuramente il lisosoma, che in risposta a diversi 
stimoli rilascia nel citosol le catepsine, enzimi capaci di attivare 
vie di morte cellulare caspasi-indipendenti e mitocondri-
indipendenti. Proprio le catepsine sono attivate dall’azione 
dell’ATO e sembrano coinvolte nell’interazione tra apoptosi e 
autofagia ( Yang et al., 2008). 
Il gruppo di Chiu ha studiato le vie di segnale intracellulari e ha 
ulteriormente dimostrato una certa interazione tra autofagia e 
apoptosi. La via di PI3K/Akt è coinvolta nella resistenza all’ATO 
e la sua inibizione potenzia l’azione apoptotica dell’ATO stesso. 
L’ATO inoltre esercita i suoi effetti attraverso la modulazione 
della via delle MAPK, di cui sono componenti fondamentali 
ERK, JNK e p38. In cellule HeLa, infatti, il trattamento con ATO 
attiva Bax, JNK e p38, vie comuni sia all’autofagia che 
all’apoptosi. Nel lavoro di ricerca di Chiu et al. (2010) 
l’induzione di autofagia è accompagnata da un aumento 
dell’espressione di beclin-1 e di LC3 e il meccanismo attraverso 
cui l’ATO induce sia autofagia che apoptosi è mediato dalla 
cascata di segnale di PI3K/Akt e dall’attivazione delle MAPK. I 
mediatori specifici della morte cellulare programmata non sono 
stati ben identificati, anche se si avanza l’ipotesi che autofagia 
e apoptosi abbiano mediatori comuni. Infatti le proteine 
appartenenti alla famiglia di Bcl-2 sembrano intervenire anche 
nel fenomeno dell’autofagia, legando beclin-1 e inibendo la sua 
azione. Nel momento in cui viene indotta autofagia si evidenzia 
un calo dei livelli di Bcl-2. Anche la via di Akt e delle MAPK 
interviene nella regolazione dell’autofagia e dell’apoptosi.  
Lo schema riportato dal lavoro di Chiu et al. mostra le vie 
attraverso cui si manifestano gli effetti dell’ATO. La proteina 
Survivin ha un ruolo centrale nella regolazione della morte 
cellulare programmata, e l’azione dell’ATO si esplica attraverso 
l’attivazione di p38 e JNK che vanno a down-regolare la sua 
espressione. Anche la via di Akt è coinvolta nella down-
regolazione di Survivin, effetto confermato dal fatto che se 
vengono inibite queste vie si ha un aumento della vitalità di 
queste cellule, mentre se si silenzia l’espressione di tale 
proteina si ha un aumento dell’autofagia e dell’apoptosi. Questi 
dati sono stati riscontrati anche in vivo nei topi. Infatti il 
trattamento con ATO induce aumento di Bax, LC3 e caspasi-3 
attiva, mentre i livelli di Survivin sono notevolmente diminuiti 












3.SCOPO DELLA TESI 
Il mio lavoro di tesi s’inserisce in una linea di ricerca finalizzata 
allo studio del ruolo della GSTO1 in cellule neoplastiche in 
coltura trattate con chemioterapici come il cisplatino e il 
triossido d’arsenico (ATO).  
Gli ultimi dati in letteratura (Piaggi et al., 2010) mostrano che la 
sovra-espressione della GSTO1 in cellule HeLa è direttamente 
correlata all’acquisizione della resistenza al trattamento con 
cisplatino. Tale protezione è dovuta ad una interferenza diretta 
nei meccanismi di apoptosi. In particolare, la sovra-espressione 
di GSTO1 si accompagna con l’attivazione di vie di 
sopravvivenza, quali Erk1/2, e ad inibizione di vie pro-
apoptotiche come JNK1. Dati meno chiari sono stati ottenuti 
trattando le cellule con ATO. Come detto precedentemente, è 
stato dimostrato che la GSTO1 corrisponde alla 
monometilarseniato reduttasi, enzima responsabile della 
produzione dell’acido metilarsenioso, cioè del metabolita più 
tossico dell’arsenico (Zakharyan et al.,  2001).  
Date queste premesse, alcuni autori hanno speculato che una 
sovra-espressione di GSTO1 possa incrementare la tossicità 
dell’ATO, ma chiare evidenze in tal senso non sono state finora 
apportate (Chowdhury et al., 2006). Nel caso del trattamento 
con ATO la situazione è quindi più complessa in quanto la 
GSTO1 potrebbe modulare la citotossicità dell’arsenico tramite 
due meccanismi tra di loro contrastanti. La sovra-espressione 
della GSTO1 potrebbe incrementare la tossicità dell’ATO da un 
lato, dall’altro i meccanismi anti-apoptotici evidenziati con il 
cisplatino potrebbero essere validi anche nei confronti dell’ATO; 
in questo caso la sovra-espressione di GSTO1 potrebbe, al 
contrario, proteggere dalla citotossicità dell’ATO.  
Dati recenti mostrano che la sovra-espressione della sequenza 
GSTO1 WT  in diverse linee cellulari  (HeLa, U937, HL60) 
induce un aumento della resistenza al trattamento con ATO 
(Piaggi et al, manoscritto in preparazione). Come atteso, il 
silenziamento dell’espressione di GSTO1 induce una maggiore 
sensibilizzazione al trattamento con ATO in tutte le linee 
cellulari trattate, ad eccezione delle cellule HeLa che, in seguito 
al trattamento con GSTO1 siRNA, diventano più resistenti al 
trattamento con ATO. Una possibile spiegazione a questi 
risultati inattesi è che le cellule HeLa esprimano una forma 
mutata del gene GSTO1. Lo scopo della tesi è stato quindi di 
verificare se nel gene GSTO1 delle cellule HeLa fosse presente 
almeno uno dei polimorfismi noti della GSTO1, dimostrare che 
effettivamente quel polimorfismo fosse responsabile del 
differente comportamento delle cellule HeLa nei confronti della 
citotossicità dell’ATO ed, infine, tentare d’identificare i 
meccanismi molecolari responsabili. Tutto ciò potrebbe avere 
un riscontro importante nella differente risposta al trattamento 
chemioterapico con ATO e quindi la ricerca del polimorfismo 
A140D della GSTO1 potrebbe diventare un indice prognostico 
di riuscita della chemioterapia con ATO. 
 
 
 
 
 
 
 
